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要旨；糖タンパク質馬素に対するモノクローナル抗体を効率よくとるための免疫方法の検討を
おこなった。抗原としては糖鎖のがん性変化のひとつであるbisecting　N－acetyiglucosamine
構造をもつオボムコイド（OVM）をとりあげた。　OVM全分子を通常のフロインド完全ア
ジュバントでくりかえし感作する方法では糖鎖を認識するモノクローナル抗体をとることはで
きなかった。またOVMをリポソームニ重膜に挿入する方法でも同様であ・つた。これに対して
OVMからプロナーゼ消化により糖ペプチドを調製し，アジュバント活性をもつリピドAを共
存させたリボソームに共有結合した抗原を感作したマウスからは高率に糖鎖と反応するモノ
クローナル抗体をとることができた。しかしながらこれらの抗体はいずれもサブタイプは
lgMであった。
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はじめに
　がん化にともなう糖タンパク質，糖脂質の構造
の変化がいろいろと明らかにされてきている。と
くにがん化細胞に対するモノクローナル抗体の認
識するエピトープが細胞表面の娘盛構造であるも
のが多数みつかり，これが実用的な診断試薬とな
る可能性がでてきた。しかしながら従来のモノク
e一ナル抗体はがん小細胞を免疫して，その細胞
またはがん化組織に特異的に反応することを指標
に作製されてきた。これに対して糖タンパク虚心
鎖の構造解析を進めてきた木幡らはヒト絨毛性ゴ
ナドトロピンやr一グルタミルトランスペプチダー
ゼの研究から糖鎖構造にがん性の特徴的な変化が
あることをあきらかにしている1～31
　これらのがん性変化に特徴的な糖鎖構造を認識
するモノクローナル抗体はすぐれたがんマーカー
となる可能性は非常に高い。しかしながら特定の
面心構造に対するモノクローナル抗体を作製する
ことは現状では困難である。また糖鎖構造は抗原
として認識されにくい。そのためこのようなモノ
クローナル抗体を作製するには糖タンパク質糖鎖
に対する抗体産生を高める免疫方法を選択することが
重要なポイントとなる。この点にかんする基礎的
な研究はまだほとんどなされていない。
　ここではr一グルタミルトランスペプチダーゼ
の特徴的ながん性変化の一つであるbisecting　N－
acetylglucosamine（GlcNAc）に対するモノクロー
ナル抗体をつくるために，bisecting　GlcNAcをふ
くむ糖鎖構造をもつオボムコイド（OVM）をモ
デル抗原として使用し，免疫方法とできてくるモ
ノクローナル抗体の認識抗原の関係を検討した。
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材料と方法
　オボムコイドの糖ペプチド（OVM－GP）の調製
　OVM　300　mgを3皿2の0．1M　Tris一塩酸緩衝
液pH8．0に溶かし，　Sephadex　G－50のカラム
クロマトグラフィーにかけ，void　volumeに溶：出
される糖タンパク質分画を集め濃縮した。これを
プロナーゼ（科研化学）　（2　mg／m2に0．ユM
Tris一塩酸緩衝液pH8．0で溶かしたもの）で
37℃20時間の消化をおこなった。これを再度
Sephadex　G－50でゲルろ過した。このときは
0．ユMの酢酸で溶出した。Void　volumeに溶出さ
れる糖タンパク質分画を集め，凍結乾燥した。得
られた28．2mgの糖ペプチド分画を分析すると，ゲ
ルろ過での分子量8，000となり，ヘキソース量が
35％アミノ酸24残基が検出された。
　過ヨウ素酸処理OVM－GP（D－OVM－GP）
の調製
　糖タンパク質点鎖を修飾する方法として過ヨウ
素酸処理を以下のようにおこなった。OVM－GP
5　mgを0．9m2の水に溶かし，これに0．18Mの過ヨ
ウ素酸を0．1me加えて室温2時間反応させた。
1NNaOH　5μ1と45　mg／m£のNaBH4100μ1
を加え30℃で2時間反応させた。1N酢酸50
μ1を加えてSephadex　G－25のゲルろ過のあと
で窒素ガスで乾燥して4mgのD一〇VM－GPをえた。
　OVM－GP結合リボソームの調製
　リボソームはdipalmitoylphosphatidylcholine
（DPPC）0．5μmol，コレステロール0．5μmol，
dithiopyridylphosphatidylethanolamine　O．02　pt
mol，サルモネラ菌．リピドA　O．026μmolで作製し，リ
ン酸緩衝生理食塩水（PBS）O．Smeの懸濁液と
した。OVM－GP　2　mgを二官能性試薬SPDP
1．8μmolで処理した。　Sephadex　G－25で無反
応のものを除いて，　dithithreitol　5mgで室温30分
間還元し，再びSephadex　G－25でゲルろ過して
活性化したOVM－GPを作製した。これをリボ
ソームとゆっくり撹伴しながら10時間室温で反応
させた。これを20，000xg15分間の遠心沈澱をおこ
なってOVM－GP結合リボソームを集めた。こ
れをPBSO．5謡に懸濁して抗原とした。　OVM一
GPはリボソームに44μg結合していた。
　細胞融合
　マウスミエローマP3－U1株は10％ウシ胎児
血清をふくむRPMI1640培地で継代した。細胞
融合は33％ポリエチレングリコール1000（Sigma
社）により遠心沈澱法でおこなった。クローニン
グはBALB／cマウス腹腔浸出細胞をフィーダー
レーヤーとして限界希釈法によりおこなった。
　腹水の調製
　プリスタン（和光薬品）O．5m2をBALB／c
マウスに1週間前に投与し，IO7の抗体産生細
胞を移入して採取した。
　エンザイムイムノアッセイ（EIA）
　抗体のスクリーニングと活性の測定にはEIA
法をもちいた。OVMの場合は20μg／me，　OVM－
GPの場合は2μg／mEの濃度でPBSにとかし
たものを200μ1ずつ住友ベークライト社製の
EIA用マイクロタイタープレートにいれ，5℃
で16から24時間インキュベートした。抗原液をす
ててbovine　serum　a！buminでブロッキングし，こ
れを洗浄したものを抗原吸着固相化プレートとし
た。培養上清または腹水の希釈液100μ1を37℃
で2時問インキュベートしたのち，プレートを洗
浄，それにβガラクトシダーゼをラベルしたウサ
ギ抗マウス免疫グロブ’リン血清をくわえさらに37
℃で2時間インキュベートした。これを洗浄後，
基質となる。－nitropheny1一β一galactopyranoside
とともに37℃1時間インキュベートし，グリシン
NaOH緩衝液で反応を停止し吸光度を415nmで
測定した。
　補体依存性リボソーム膜損傷反応（liposome
immune　lysis　assay：LILA）4’　5）
　OVM－GPのリボソームを免疫のときと同じ
ように作製する。免疫のときのPBSに代わって
0．2M　carboxyfluorescein（CF）で懸濁した。
これを0．1％gelatin　veronal　buffered　saline
で遠心洗浄し，最終的に1m2としてCF封入リボ
ソームを作製する。マイク山霊イタープレートに
このリボソームの100倍希釈液5μ1，抗体希釈
液25μ1，補体としてモルモットの血清25μ1を
加え37℃で1時間インキュベートした。これに10
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mM　EDTAをふくむveronal　buffered　saline
100μ1を加えて反応を停止させ，マイクロタイ
ター蛍光光度計で蛍光強度を励起波長490nm，蛍
光波長530nmで測定した。　Triton　X－1eOでこ
わしたリボソームのCF蛍光強度を100％として，
相対的なmarker　release％を求めた。
結果と考察
1）OVM全体を免疫源としたモノクローナル抗
　体の作製
　モノクローナル抗体は原理的には選択方法さえ
よければ，OVM全体を免疫したマウスの脾臓細
胞からも雪天部分に反応するクローンがとれるは
ずである。まず最初の試みとして通常の免疫方法
として最も一般的なフロインド完全アジュバント
を用いる方法をおこなった。
　免疫方法はOVM　50μgをO．1meのPBSに溶
解し，フロインド完全アジュバントとよく混和し，
エマルジョンとし，BALB／cマウスの皮下に
数カ所に分けて免疫した。初回免疫後，14日，28
日，42日，56日，66日目に追加免疫し，69日目に
細胞融合をおこなった。
　オボムコイド全体を通常のフロインド完全アジュ
バントで免疫した7匹のマウス脾臓細胞の融合か
らえられたEIAで反応するモノクローナル抗体
として20株がえられた。それらの抗体のサ
ブクラスはIgMが17株，　IgG　1が2株，　IgG　3が
1株であった。これらの腹水をOVMのEIAと
OVM－GPのEIAで測定し，その結果をくら
べるといずれの株もOVMでは明かな抗体価が認
められるにもかかわらず，点出の濃縮されたはず
のOVM－GPでは大幅に抗体価が低下するか，
またはまったく反応しなかった。代表的な例を図
1にしめす。
　このことは，OVM全体を最も一般的な免疫方
法であるフロイント完全アジュバントでの免疫で
は，抗原性の高いペプチド鎖に対する抗体ができ
やすいことを示すと考えられる。糖タンパク質糖
鎖に対するモノクローナル抗体をとるためには
（a）抗原性の強いとおもわれるペプチド部分のな
い抗原を作成するか，ブmックすること，
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図1　0VM分子全体で免疫する方法でえられた
　　　モノクロナール抗体のEIA抗体価
　　　横軸は腹水を10倍したものを4倍階段希
　　　釈（1－A－5），10倍階段希釈（1－C－
　　　5）した希釈倍数の対数。
（b）糖鎖部分を抗原認識に関係する細胞とよく反
応できるようなかたちで提示することを考えなく
てはならないことを示している。
2）OVMをリボソームの脂質二重膜に挿入した
　ものを免疫源として用いたモノクローナル抗体
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図2　0VMリボソームで免疫する方法でえられたモノクロナール抗体のEIA抗体価
　　　横軸は腹水を10倍したものを4倍階段希釈（H一一2－2－D－1），1，000倍したものを2倍階
　　　段希釈（H－2－3－B－12，N－2－3．G－8，N－1－C－3－11）した希釈倍数の対数。
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　の作製
　赤血球の代表的な膜タンパク質であるグリコフォ
リンは細胞外部分，膜貫通部分，細胞内の部分に
わけられ，添田はすべて細胞外のペプチドに結合
していることが判明している。またグリコフォリ
ンはリボソームを作製する脂質と有機溶媒中で混
合しておき，徐々に有機溶媒を留示する方法でう
まく脂質二重膜中に挿入，再構成できることも報
告されている。OVMでも六畜の部分は親水性が
高いため，グリコフォリンとおなじようにリボソー
ムに再構成することで糖鎖を表面に露出した抗原
を作製できることが期待できる。またこの同じリ
ボソーム膜にアジェバント活性のあるグラム陰性
菌の細胞壁成分のリピドAを共存させることで10
倍以上の抗体産生の上昇を観察している6’7）。これ
らの事実をもとにリボソームの脂質二重膜にOVM
とリピドAを挿入した抗原でのモノクローナル抗
体の作製を試みた。
　OVM挿入リボソームの作製は次のようにして
おこなった。OVM　IOmg／m2の水溶液50μ1，メ
タノール45μ1，DPPC　5　mMのクロロホルム
溶液50μ1，コレステロール10mMのクロロホル
ム溶液25μ1，サルモネラ菌リピドA1．3mMのク
ロロホルム溶液20μ1を10mlのナシ型フラスコに
とり，エバボレータで溶媒を留減して，ガラス面
に薄膜をつくる。これにPBSをいれボルッテッ
クスミキサーで撹訳してリボソームを作製した。
　免疫はリボソーム0．25　m2をBALB／cマウス
の腹腔に注射した。初回免疫後，14日，28日，42
日に追加免疫し，46日目に細胞融合をおこなった。
融合，クローニング，腹水の作製はOVM免疫の
ときと同様におこなった。
　OVMリボソームで免疫した4匹のマウスから
9株のモノクローナル抗体をえた。これらのサブ
クラスはIgMが4株，　IgG　1が5株であった。
OVMのEIAとOVM－GPでのEIAの結果
の比較は，OVMをフロインド完全アジェバント
で免疫した場合とまったく同様に，OVM－GP
でのEIAではほとんどのクローンが大幅な抗体活
性の低下するか，または消失した。代表的な例を
図2に示す。
　この免疫方法では意図したように糖鎖が免疫担
当細胞にうまく認識されるという結果はえられな
かった。OVMはグリコフォリンとはことなり本
来膜タンパク質ではないことから糖鎖を適切に提
示することができなかったと考えられる。
3）OVM－GPをリボソームの表面に共有結合
　させたものを免疫源として用いたモノクローナ
　ル抗体の作製。
　これまでの実験からペプチド鎖がOVMの強い
抗原性をもつことがあきらかになり，OVM全体
を抗原とする限りなかなか糖鎖を認識するモノク
ローナル抗体がとれないことが判明した。そこで
O－glycoside，　N－glycoside型の両方の糖鎖
をなるべく抗原性が変化しないように調製する方
法としてOVMをプロテアーゼで消化して，ペプ
チド部分をできるかぎり切断し，糖鎖部分が主要
成分である分画をとり，それを免疫原とすること
を試みた。また得られた糖ペプチドをリボソーム
表面に共有結合でつけ，免疫担当細胞に認識され
やすいかたちで提示されるように考えた。
　材料と方法の項のやりかたで作製したOVM－
GP結合リボソーム0．25　meをBAI．B／cマウス
の腹腔に注射した。初回免疫後，14日目，28日目
追加免疫し，32日目に細胞融合をおこなった。
融合，クローニング，腹水の作製はOVM免疫の
ときと同様におこなった。
　　so
（?）????」」?」??
40
30
20
1e
t　meuse　l
t　mouse　2
図3
0
2　　　　　　　　3　　　　　　　　4　　　　　　　　S　　　　　　　　6
　　　　Serum　dilutlon　（toglO）
OVM－GP結合リボソームで免疫する方
法でえられた免疫血清のLILA抗体価
　横軸は腹水を10倍階段希釈した希釈倍数
の対数
A
O．4
2駄
、＝???????
B－2－4－10
抗糖鎖モノクローナル抗体
リ　　　　　ロ　　　　　ヨ　　　　　ヨ　　　　　む　　　　　さ
　　Asoites　dilu電ion‘lo92）
　　　　28・2
40
30
20
D
Oα
?。??????
B e－2－4－10
43
　co
g一　co
：／　40?
1，　．
　　o　　e
一　OVnvGP
十　DOVM－GP
ロ　　　　　　し　　　　　エ　　　　　ユ　　　　　る　　　　　さ
　Asci豊es　dilution　｛Log2｝
　　　33・15
　2　　　　　　3　　　　　　4　　　　　　5
AselLes　d“ution　tlOxlog4）
　　28－2
so
04
（?）????????
o
o
?＝????????
‡蹴二，
O．0
む　　　　　　コ　　　　　を　　　　　コ　　　　　ゆ　　　　　ち
　　Asc匠薯es　di聾ution〔聾092｝
　　　　36・7－1
　sc
　so
藝　、。
，一
F　；o?
S　20
　10
　0　0
　　2　　　　　　3　　　　　　4　　　　　　S
Asciles　di4utlon　［10xlog4）
　33－IS
・“
　　　　x
〉＝?【????????
oo
ロ　　　　　　ロ　　　　　を　　　　　　ユ　　　　　る　　　　　う
　　Asci亀es　ditullon　（log2）
　　1　　　　　　　1　　　　　　　4　　　　　　　S
Ascites　d“utioo　｛10xtog4｝
　　3fi－7－1
‡：畿，
　60
　se
茎　、。
：／　se
ooF
華2．
　10
　0　0 　　2　　　　　　；　　　　　　t　　　　　　s
Ascites　dilulion　CIOxiog4）
‡灘黒，
図4　0VM－GP結合リボソームで免疫する方法でえられたモノクロナール抗体のEIA抗体価とL
　　　ILA抗体価
　　　　囚はEIAの測定結果で，横軸は腹水を2倍階段希釈した希釈倍数の対数。
　　　　（B）はLILAの測定結果で，横軸は腹水を10倍したものを4倍階段希釈した希釈倍数の対数。
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　この方法で免疫したマウスの血清の抗体価を，
OVM－GPを結合したCF封入リボソームを用
いるLILAで測定するとこれまでの免疫方法で
は得られなかった高い抗体活性がみられた。図3
にみられるように105希釈まであきらかな活性が
観察された。
　このように高い抗体活性をもつマウスの脾臓細
胞との融合で22株のモノクローナル抗を作製した。
いずれもサブクラスはlgMであった。
　これらの抗体中で特徴的なもののアッセイ給果
を図4に示す。また28一　2，36－7－1，33－15
は過ヨウ素酸で修飾した幽囚に対する反応が著し
く低下または消失していた。このことはこれらの
抗体の主要な認識抗原が糖タンパク質糖鎖である
ことを強く示唆している。
　以上のような実験結果は，糖タンパク質詩題に
対するモノクローナル抗体をとるためには免疫の
方法が大きな影響をもつことをものがたっている。
通常の抗原タンパク質をフロインド完全アジュバ
ントで感作する方法にくらべ，糖ペプチドを調製
しそれをリピドAの共存するリボソーム表面に共
有結合して免疫する方法が効率のよいことが示さ
れた。またこの免疫方法は期間も短くてよいので
実用的には大変有利であろう。しかしながらでき
てくるモノクローナル抗体のサブタイプはlgM
が圧倒的におおくなっていた。この点はモノクロー
ナル抗体の応用ではlgGタイプのものが使いよ
い事実には反する結果である。この点を解決する
手段として，IgMからlgGへの突然変異株を
とる手段を現在検討中である。
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New immunization procedure for production
of monoclonal antibodies which recognize
carbohydrate of glycoprotein.
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New immunization method for production
of monoclonal anitibodies which recognize
oligosaccharide portion of glycoprotein was
developed. Conventional immunization method
in which glycoprotein was emulsified with
Freund's complete adjuvant could not pro-
duce anti-carbohydrate monoclonal antibody.
Glycopeptide which was prepared by pronase
digestion of glycoprotein conjugated
liposomes containing lipid A of Salmonella
minnesota were revealed good antigen for
prodution of anti-carbohydrate monoclonal
anitibodies. By this new immunization method
several monoclonal antibodies which recognize
mainly carbohydrate portion of ovomucoide
were established.
